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花生 四 烯 酸 对 日 本 沼 虾 肝 胰腺 引 


胞 脂 质 代谢 基因 表达 的 影响 
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(1. 浙 江 省 水 生生 物资 源 养护 与 开发 技术 研究 
与 营养 重点 实验 室 ， 湖 州 师范 学 院 生 命 科 沪 


学 


摘 要 : 本 试验 旨 在 评价 细胞 培养 液 中 花生 


pap 


q 


Tf 胰腺 细胞 活力 及 脂 质 代 谢 相关 基因 表达 的 影响 。 分离 日 本 沼 虾 肝 胰腺 细胞 ,使 


点 实验 室 , 中 国 水 产科 学 研究 院 水 生动 物 繁 


学 院 ， 湖 州 313000; 2. 大 连 海洋 大 学 水 产 与 


大 连 116000) 


烯 酸 Carachidonic acid,ARA) 浓度 对 日 本 沼 是 


M199 完 


全 培养 液 培养 5 d ARE ARA 的 培养 液 ，ARA 浓度 分 别 为 0 (ARAL)、50 (ARA2)、100 


(ARA3)、200 (ARA4) 和 1 000 pmol/L (ARA5)， 测 定 12 和 24 h 时 脂 质 代谢 相关 基因 的 


表达 水 平 ， 以 及 24 h 时 细胞 活力 。 结 果 表 明 : 原 代 肝 胰腺 细胞 使 用 完全 培养 液 时 ， 生 长 状 


况 良 好 ,能 存活 15 d Aci: ARAS £H 24 h 时 细胞 活力 显著 低 于 ARA1 和 ARA2 组 (P<0.05); 


高 浓度 的 ARA 降低 了 12 和 24h 时 A4 脱 饱和 酶 CA4 FAD). A6 脱 饱 和 酶 CA6 FAD). TREE 


延长 酶 6 (CElov16)、B 类 型 清道 夫 受 体 (SR-B 1 )、 脂 肪 酸 结合 蛋 


和 ARA5 组 (P«0.05) ，ARA3 组 4CBP 基 


辅酶 A 结合 蛋白 (CBP) 基因 表达 水 平 ， ARA 作 


VE FA 24 hi}, ARA2 ZH. SR-B I .FABP10 I ACBP 


10 (FABP10), ZEE 


12h Hj, ARA2 组 SR-B I 基因 表达 水 


平 显著 高 于 其 余 各 组 (P«0.05) , ARA2 和 ARA3 组 FABP10 基因 表达 水 平 显著 高 于 ARAI 


因 表 达 水 平 显著 高 于 其 余 各 组 (P<0.05) ; ARA 


基因 表达 水 平 显 著 高 于 其 余 各 组 (P<0.05 )。 


比 可 见 ， 细 胞 培养 液 中 ARA 浓度 会 影响 


表达 ,过 高 的 ARA 浓度 (1 000 pmol/L) 会 降 作 


本 沼 虾 肝 胰腺 细胞 活力 及 脂 质 代 谢 相关 基因 的 


氏 细胞 的 活力 ,适宜 的 ARA 浓 度 (50~100 pmol/L) 


可 促进 脂肪 酸 脱 饱和 酶 、 碳 链 延 长 酶 及 脂肪 酸 转运 相关 基因 的 表达 。 


关键 词 : 日 本 沼 虾 ， 花 生 四 烯 酸 ， 细胞 培养 ， 基因 表达 
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和 免疫 功能 由 1。 花生 四 烯 酸 (20:4n-6,ARA) 作为 一 种 n-6 高 不 饱和 脂肪 酸 (highly unsaturated 


fatty acid，HUFA)， 是 类 二 十 烷 酸 的 前 体 物质 申 ， 能 参与 机 体 应 激 和 炎症 反应 1， 调 节 机 


体 的 免疫 性 能 加。 此 外 ，ARA 及 其 代谢 物 能 调节 过 氧化 物 酶 体 增 殖 受 体 (PPAR) y, Ag 


影响 脂 质 代 谢 相 关 基因 的 转录 ， 调 节 脂 肪 酸 合成 与 储存 号 0 。 
目前 ， 在 水 产 动物 主要 集中 于 通过 体内 摄食 营养 来 分 析 ARA 对 鱼 类 生长 性 能 和 机 体 脂 
肪 酸 组 成 62505353、 抗 应 激 55、 免 疫 性 能 5 以 及 代谢 0 的 影响 ， 或 通过 体外 鱼 头骨 细胞 培 


养 试验 分 析 ARA 对 细胞 通路 基因 和 脂肪 酸 代 谢 相 关 基因 表达 0s1、 类 二 十 烷 酸 物质 生成 568 


和 免疫 功能 9 的 影响 。 此 外 ， 在 经 济 虾 蟹 类 等 甲壳 动物 也 开展 了 对 ARA 的 相关 研究 。Xu 等 


Po 对 中 国 对 虾 的 研究 发 现 ， 相 比 亚 油 酸 或 亚麻 酸 ，ARA 具 有 更 高 的 营养 价值 ， 对 斑 节 对 是 


的 研究 表明 ， 当 人 饲料 中 其 他 必需 脂肪 酸 满足 需求 时 ， 添 加 ARA 不 能 提高 其 生长 性 能 20， d] 


料 中 添加 ARA 能 改变 凡 纳 滨 对 虾 免疫 相关 基因 的 表达 中。 由 于 传统 的 摄食 营养 试验 受到 体 


内 复杂 的 细胞 代谢 通路 统一 调节 , 存在 饲 喂 条 件 及 养殖 环境 应 激 等 诸多 影响 因素 ,使 得 研究 


某 种 或 某 些 营养 素 的 生理 作用 及 机 制 受 到 一 定 限 制 ， 利 用 体外 细胞 培养 可 以 克服 这 些 困 难 


[23。 然 而 ， 利 用 甲壳 动物 的 体外 细胞 培养 系统 研究 脂肪 酸 的 营养 代谢 未 见报 道 。 
脂肪 酸 被 机 体 吸 收 后 用 于 胞 内 甘油 三 酯 的 储存 或 作为 燃料 用 于 能 量 代谢 。 大 量 的 研究 证 
W, 脂肪 酸 进出 细胞 是 由 多 个 蛋白 介 时 的 竞争 性 的 脂肪 酸 转运 体系 , 这 些 不 同 的 蛋白 能 够 显 


著 地 促进 细胞 吸收 和 排出 脂肪 酸 P231， 如 CD36 清 道夫 受 体 家族 中 的 B 类 D 型 清道 夫 受 体 


(scavenger receptor class B type I ,SR-B I ) R621、 脂肪 酸 转 位 酶 fatty acid 


translocase,FAT/CD36) 等 20。 研 究 表明 ，SR-B I 能 结合 各 种 配 体 ， 包 括 修饰 及 未 经 修饰 的 


低 密度 脂 蛋 白 、 极 低 密度 值 蛋 白 及 高 密度 脂 蛋 白 胆固醇 酯 51。 而 在 细胞 内 ， 脂 肪 酸 主要 与 


脂肪 酸 结合 蛋白 (fatty acid-binding protein,FABP) 结合 ， 使 其 溶解 性 增加 ， 从 而 促使 脂肪 酸 


转运 至 不 同 的 位 点 [。 此 外 ， 胞 内 乙酰 辅酶 A 结合 蛋白 Cacyl-CoA binding protein,ACBP) 3: 
与 


长 链 脂 酰 辅 酶 A 结 合 ， 在 细胞 内 乙酰 辅酶 A 的 转运 和 乙酰 辅酶 A 池 的 形成 方面 起 着 非常 


重要 的 作用 ,ACBP 与 乙酰 辅酶 A 结 合 后 既 可 以 合成 磷脂 和 甘油 三 酯 ， 也 可 以 发 生 B- 氧 化 ，7 


生 能 量 ATPP91。 


同时 ， 一 些 生物 在 体内 还 可 将 多 不 饱和 脂肪 酸 合成 HUFA， 脂 肪 酸 脱 饱和 酶 和 碳 链 延长 


酶 是 HUFA 合 成 的 关键 酶 ， 前 者 能 将 双 键 引入 脂 酰 链 ， 后 者 能 将 碳 链 进行 延长 80。 目 前 ， 认 
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为 参与 HUFA 合 成 的 去 饱和 酶 类 3 


E 要 包括 A6 去 饱和 酶 (delta-6 fatty acyl desaturase,A6 FAD) 、 


A5 去 饱和 酶 (delta-5 fatty acyl desaturase,A5 FAD) 、A4 去 饱和 酶 (delta-4 fatty acyl 


desaturase,A4 FAD) 和 A8 去 饱和 酶 delta-8 fatty acyl desaturase,A8 FAD) 。 在 哺乳 动物 ， 已 
发 现 了 7 种 碳 链 延长 
肪 酸 的 碳 链 延 长 作 
产 动物 摄食 营养 试验 表明 ,脂肪 的 “ 质 ? 或 “ 量 ” 会 影响 脂肪 酸 脱 饱和 酶 和 碳 链 延 长 酶 基因 的 对 


30132], 


I 


中 Elov12 和 Elov15 以 C18 


的 淡水 经 济 养 殖 种 类 之 一 651。 目前 ， 有 关 ARA 对 


酶 Celongases of very-long-chain fatty acids-1 - 7,Elovoll~Elovol7) 参与 脂 


. C20:& C22 PUFA 作 为 延长 底 物 B0。 对 才 


ar 


本 沼 虾 (Macrobrachium nipponense) 又 名 青 虾 、 河 虾 ， 是 我 国 和 东南 亚 一 些 国家 重要 


本 沼 虾 的 生长 及 营养 生理 作用 还 未 见报 


道 。 肝 胰腺 是 甲壳 动物 的 脂 质 储存 和 加 工 的 主要 器 官 55， 也 是 营养 物质 代谢 的 敏感 监测 器 


539。 有 关 日 本 沼 是 肝 胰 腺 细胞 的 培养 可 见 染 虹 7 摸索 了 细胞 培养 条 件 及 王宏伟 等 93 研 究 


FABP10 和 ACBP) 表达 的 时 


亚 油 酸 对 细胞 培养 的 初步 影响 , 但 无 后 续 研 


S 


f 究 报道 。 因此 ， 本 试验 拟 培 养 日 本 沼 虾 肝 胰腺 原 
代 细 胞 ， 通 过 在 肝 胰 腺 细胞 中 添加 不 同 浓度 的 ARA， 分 析 ARA 对 肝 胰 腺 细胞 活力 、 脂 肪 酸 


党 饱和 酶 与 碳 链 延 长 酶 基因 (44 FAD, 46 FAD 和 Elov16) 以 及 脂肪 酸 转 运 相 关 基 因 (SR-B I~ 


向 。 研究 结 果 可 为 ARA 脂 质 代谢 作用 机 理 研究 提供 一 定 的 理论 基 


础 ， 同 时 为 其 他 营养 物质 的 代谢 研究 提供 有 益 的 参考 资料 。 


1 材料 和 方法 
1.1 试验 动物 


试验 用 虾 购 


于 试验 。 


1.2 细胞 完全 培养 液 的 配制 


于 湖州 日 本 沼 虾 养殖 基地 ， 暂 养 1 周 后 ,选择 健 康 、 体 重 均匀 的 日 本 沼 是 


基础 培养 液 为 M199 培养 液 (Gibco, 美 国 ) 添加 15% 胎 牛 血清 (Gibco, 美 国 )、200 IU/mL 


的 双 抗 〈 青 霉 素 和 链 霉 素 )、1 g/L 葡萄 糖 、5.2 g/L NaCl、1.43 g/L CaCb. 0.05 g/L MgCb. 


0.2 g/L NaHCO3， 渗 透 压 为 570 mmol/kg, pH 为 7.0~7.2。 


13 ”花生 四 烯 酸 - 牛 血清 白 蛋 白 (ARA-BSA) 无 


清 培养 液 的 配制 


将 10 mg ARA (Sigma, 美 国 ) 溶解 于 1 mL 无 水 乙醇 ， 氮 气 吹 干 ， 加 入 32.84 mL 含 2%% 


BSA (Sigma,3= HE 


) FY M199 培养 液 ， 超 声波 作 


] 5 min, 0.22 pmol/L 滤 膜 过 滤 除 菌 ， 配 制 
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101 


102 


103 


104 


105 


FX 1 000 pmol/L ARA-BSA M199 培养 液 母液 ， 分 装 后 于 -20 CC 保存 备用 。 试 验 开始 前 ， 将 母 


液 用 含 2% BSA 的 M199 溶液 分 别 稀释 成 200、100 和 50 pmol/L 的 培养 液 ， 所 有 培养 液 都 


添加 抗 氧 化 剂 丁 羟基 甲 茉 (0.01%) 和 双 抗 (200 IU/mL). 
包 的 分 离 与 培养 


将 日 本 沼 虾 用 75 多 酒精 浸泡 3 min， 然 后 用 D-hanks 平衡 盐 溶 液 漂洗 3 次 


AS 


1.4 日 本 沼 虾 肝 胰腺 


取出 肝 胰 腺 ， 用 含 双 抗 的 D-hanks 平衡 盐 溶 液 漂洗 3 次 ， 将 组 织 块 前 成 1 mm 


; 无 菌 条 件 下 
3 左右 的 小 块 ， 


然后 用 0.25% 的 胰 酶 消化 组 织 块 ， 期 间 不 断 吹 打 使 细胞 分 散 ， 用 含 胎 牛 血清 的 M199 培养 液 


终止 消化 ，1 000 r/min 离心 3 min， 弃 上 清 ， 用 完全 培养 液 重新 悬浮 细胞 ， 调 


整 细胞 浓度 为 


1x105 个 /mL， 按 每 孔 200 pL 的 量 接种 于 96 孔 细胞 培养 板 ， 于 27°C, 5% CO: 培养 箱 中 培 


养 ， 每 天 观察 拍照 ，4~5 d 换 液 1 次 。 


细胞 培养 稳定 (5 dO 后 ， 将 细胞 完全 培养 液 换 成 含 不 同 浓度 ARA 的 培养 液 继续 培养 ， 


试验 分 为 5 组 ,培养 液 分 别 含 0 (ARA1， 对 照 )、50 (ARA2)、100 (ARA3)、 


于 后 续 基 因 表 达 的 测定 。 


1.5 细胞 活力 测定 


200 CARA4) 


All 1 000 pmol/L ARA-BSA (ARAS), 并 分 别 在 12 和 24 h 收集 各 组 细胞 , 提取 细胞 总 RNA, 


细胞 培养 5 d 时 采用 H33342/ 碘 化 丙 啶 (PD 染 色 液 检测 细胞 存活 力 ， 即 200 pL 细胞 培养 


液 中 加 入 H33342 1 uL, PI2 pL。 轻 轻 振 荡 混 匀 后 37 CCA 15 min， 然 


镜 下 统计 细胞 活力 ， 活 细胞 为 蓝 色 ， 死 细胞 为 红色 。 


(E 


后 在 荧光 显 微 


将 不 同 浓度 的 ARA-BSA S2 FRIRE 24 h 时 ， 采 用 唆 唑 蓝 (MTT) 细 胞 增殖 -毒性 检 


测试 剂 盒 《 南 京 建成 生物 工程 研究 所 ， 南 京 ) 测定 细胞 活力 ， 测 定 过 程 按照 试 


pe 


TT o 


1.6 总 RNA 提取 和 cDNA 的 合成 


作 按照 试剂 盒 说 明 书 进行 


龟 泳 检测 总 RNA 的 完整 性 、 核 酸 蛋白 测定 仪 检测 其 


使 用 总 RNA 提 取 试 剂 盒 〈 北 京 艾 德 莱 生 物 科 技 有 限 公 司 ) 提取 肝 胰 腺 总 RNA， 有 具体 操 


剂 盒 说 明 书 进 


浓度 和 纯度 。 


用 反 转 录 试 剂 合 (TaKaRa, HR) 将 总 RNA 反 转录 为 cDNA，cDNA 保 存在 -20 


达 分 析 。 


1.7 基因 表达 的 荧光 定量 PCR (qRT-PCR) 分 析 


采用 在 线 Primer 3 设计 A4 FAD, A6 FAD、ElovI6、SR-B | 、FABP10 和 ACBP 


必用 于 基因 表 


基因 qRT-PCR 
4 
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119 


所 用 引物 ， 引 物 序列 见 表 1。qRT-PCR 反 应 体积 为 20 pL， 包括 : 2 HL 模板 ， 上 、 下 游 引 物 各 


0.2 uL (10 umol/L), 10 kL 的 2xSYBR Green Premix Ex Taq (TaKaRa, 


水 〈ddH2O) 。 反 应 条 件 为 : 95 "C fip 


HÆ) 以 及 7.6 nLXG& 


E30s; 94 人 C 变 性 15 s, 58 'C 退 火 20 s，72 'C 延 伸 20 


s， 共 40 个 循环 ，PCR 后 温度 以 每 5 s 上 升 5 C 的 速度 从 60 CEFAIS 'C， 绘 制 熔 解 曲线 ， 以 
判断 扩 增 产物 的 正确 性 。 以 日 本 沼 是 B- 肌 动 蛋 白 B-actin) 为 内 参 ， 对 得 到 的 各 样品 循环 数 
(CO 值 进行 均一 化 处 理 ， 以 ARA1 组 基因 为 基准 ,使 用 2 比较 Ct 值 方 法 B59 对 目的 基因 相 
对 表达 水 平 进行 分 析 。 
表 1 qRT-PCR 引 物 序 胸 
Table 1 Primer sequence for RT-PCR 
引物 名 称 GenBank 登 录 号 引物 序列 
Primer name GenBank accession No. Primer sequence (5'-3') 
A4 FAD-F CCAACCGTTATTTTATGCCC 
KU922944.1 
A4 FAD-R GTGCTCAGAAATAAAGTGGC 
A6 FAD-F GACAGCTGAGAAGATTTTGC 
KU922942.1 
A6 FAD-R CTGGCCGATTTTCTCTAGAA 
Elovl6-F TGGTGCACAGTATCATGTAC 
KU953779 
Elovl6-R TCATAGGAAACGTGACACTC 
SR-B | -F TGCAGTTCTACCTCTTTCAC 
KP658863 
SR-B | -R TGTCCTCCCTGAAGAAGTAA 
FABP10-F CCAAGCCAACTCTGGAAGTC 
JN995589 
FABP10-R GATCTCAACGCTGGCTTCTC 
ACBP-F CCTAATGATGAGGAGCTG 
KF896234 
ACBP-R GTTGCAATCTCCTACAGTT 
B-actin-F GTGCCCATCTACGAGGGTTA 
FL589653.1 
B-actin-R CGTCAGGGAGCTCGTAAGAC 
2 结 果 
2.1 肝 胰 腺 细胞 形态 及 活力 
刚 分 离 的 肝 胰 腺 细胞 呈现 单个 圆 形 状态 ，2~3 d 后 开始 贴 壁 生长 ， 并 缓慢 增殖 ， 出 现成 


串 状 况 ， 生 长 状况 良好 ， 细 胞 形态 见 医 


{RFE IB 


Pe] 


腺 细胞 能 存活 15 d 左右 。 


1。 细 胞 培养 5 d 时 ， 细 胞 存活 力 达 到 60% 左 右 。 原 
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A: 胰 酶 消化 后 的 细胞 铺 板 ; B: 细胞 培养 24 h; C: 细胞 培养 48h; D: 细胞 培养 96 he 


A: dissociated hepatopancreas cells seeded on plates; B: cells cultured for 24 h; C: cells cultured for 48 h; D: 


cells cultured for 96 h. 


图 1 日 本 沼 虾 肝 胰 腺 细胞 形态 


Fig.l Morphology of cultured hepatopancreas cells (100x) 


不 同 浓度 ARA 下 肝 胰 腺 细胞 的 活力 见 图 2。 由 图 可 见 ， 不 同 浓度 的 ARA 孵育 肝 胰腺 


细胞 24 h 时 ，ARA5 组 细胞 活力 显著 低 于 ARAL 和 ARA2 组 (P<0.05)，ARA1、ARA2、 


ARA3、ARA4 组 间 细 胞 活力 无 显著 差异 〈P>0.05 )。 
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数据 柱 标注 不 同 字母 表示 差异 显著 〈Px0.05) 。 图 3 和 图 4 同 。 


Value columns with different letters mean significant difference (P<0.05). The same as Fig.3 and Fig.4. 


图 2 不 同 浓度 ARA 下 肝 胰 腺 细胞 的 活力 Ap asi 
ae gr ee ee uepeneeeen 吸光 度 值 Absorbance(570 nm) 


Fig.2 Viability of hepatopancreas cells incubated with different levels of ARA 


2.2 ”花生 四 烯 酸 对 肝 胰 腺 细胞 脂 质 代谢 基因 表达 的 影响 


ARA 处 理 肝 胰腺 细胞 12 h 时 ,各 组 A4 FAD, A6 FAD, Elovi6, SR-B I ~ FABP10. ACBP 


和 ACC 基因 表达 变化 见 图 3。 由 图 可 见 ， 各 脂 质 代谢 基因 的 表达 水 平 随 着 ARA 浓度 的 增加 


都 呈现 先 增 加 后 降低 趋势 。 其 中 ，ARA2、ARA3 和 ARA4 组 A4 FAD 基因 的 表达 水 平 显 著 
高 于 ARAL All ARAS 44 (P<0.05) ; ARAl. ARA2 和 ARA3 组 A6 FAD 基因 的 表达 水 平 无 


显著 差异 (P>0.05), ARA2 组 A6 FAD 基因 的 表达 水 平 显 著 高 于 ARA4 和 ARA5 组 (P<0.05); 


ARA4 组 Elov16 基因 表达 水 平 最 高 ， 显 著 高 于 ARA5 组 (P<0.05) ; ARA2 组 SR-B [基因 


Ed 


表达 水 平 最 高 ， 显 著 高 于 其 余 各 组 (P«0.05) ; ARA2 和 ARA3 组 FABP10 基因 表达 水 平 较 


3 
Kn 
wW 

ii 


组 (P<0.05) 。 


F ARAI 和 ARAS 组 (P<0.05) ; ARA3 组 ACBP 基因 表达 水 平 显著 高 于 其 余 各 
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图 3 不同 浓度 ARA 下 肝 胰 腺 细胞 后 脂 质 


| 1 I x 


ARAL 
组 别 Groups 
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组 sl cx Groups 
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代谢 相关 基因 


表达 (12h) 


ARA4 


Fig.3 Lipid metabolism-related gene expressions in hepatopancreas cells incubated with different levels of ARA 


ARA 处 理 肝 胰腺 细 


HI4CC 基 因 表 达 变 化 见 


(12 h) 


胞 24 h 时 ， 


各 组 A4 FAD, A6 FAD, Elovl6, SR-B I ~ FABP10. ACBP 


图 4。 由 图 可 知 ， 各 基因 的 表达 变化 趋势 与 ARA 处 理 肝 胰腺 细胞 12 h 


在 ARA3 组 达到 最 大 ， 显 著 


高 于 其 余 各 组 (P<0.05) ; 


均 在 ARA2 组 达到 最 大 ， 显 著 高 于 其 余 各 组 CP<0.05) o 


基本 相似 。A4 FAD 和 A6 FAD 基 因 表 达 水 平 都 在 ARA2 和 ARA3 组 较 高 ;Elov16 盐 


N 


ARAK 


SR-B I 、FABP10 和 ACBP 基 因 表 达 水 
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59 Fig.4 Lipid metabolism-related gene e: 


ie 


W 


60 (24 h)3 


目前 还 没有 甲壳 动物 细胞 


对 虾 类 各 组 织 的 细胞 
度 较 大 21。 本 试验 


避免 


yee 
"E 


Ei 
ps 


， 肝 胰腺 细胞 的 培养 难 


ce 
Fi 


LUI 


! 壳 动物 的 细胞 培养 已 经 摸索 了 较 长 的 一 段 时 间 , 遗憾 的 是 ， 


系 的 培养 研究 报道 , 阻碍 了 对 其 各 种 代谢 机 制 和 功能 的 研究 。 研究 人 


E 窗 伟 等 B31 研究 报道 类 似 , 肝 胰 腺 原 代 培养 细胞 生长 状态 良好 ， 


细胞 培养 较为 简单 ， 相 比 


CH 


培养 研究 % 


F, 肝 胰 腺 细胞 培养 结果 与 3 
有 利于 进行 下 一 步 试验 。 


在 研究 ARA 对 日 本 沼 虾 肝 胰腺 细胞 影响 时 ， 使 用 不 含 血清 的 BSA 代 替 胎 牛 
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了 胎 牛 血清 中 含有 各 种 营养 物质 包括 脂肪 酸 对 后 续 试验 可 能 产生 的 影响 。MTT 法 测定 各 试 


验 组 细胞 活力 发 现 ， 高 浓度 的 ARA (1 000 pmol/L) 降低 了 肝 胰 腺 细胞 的 活力 ， 这 与 Li 等 "91 


使 用 不 同 浓 度 的 ARA 对 头 肾 巨 噬 细 胞 培养 研究 结果 相似 ， 即 高 浓度 ARA 降 低 了 细胞 活力 。 


外 部 脂肪 酸 可 以 进入 细胞 膜 ， 


[45-46], 


脂肪 酸 脱 饱和 酶 和 碳 链 延 长 酶 是 HUFA 合 成 的 关键 酶 ， 对 高 等 硝 椎 动物 的 研究 寺 


防 酸 可 以 引起 细胞 DNA 不 可 逆 损 伤 ， 胞 膜 完整 性 丢失 ， 膜 的 渗透 性 混乱 ， 


改变 细胞 脂肪 酸 和 细胞 膜 的 生理 特性 中 的 , 尤其 是 高 水 平 的 脂 
最 终 导 致 细胞 死 


jj, 


ar 


ARA 可 以 通过 碳 链 延长 酶 、A6 FAD 和 B- 氧 化 生成 C22:5n-6， 也 可 以 直接 通过 A4 FAD 生 成 


C22:5n-6; ARA 还 可 以 通过 A 


长 、A6 去 饱和 和 B- 氧 化 合成 C 


17 去 饱和 酶 (A17 FAD) 生 成 C20:5n-3(EPA)，EPA 依 次 经 碳 链 延 


22: 6n-3(DHA)， 或 者 EPA 转 化 为 22:5n-3 后 ， 在 A4 FAD 作 用 下 


直接 转化 为 DHAI™1。 本 研究 发 现 ， 不 同 浓度 的 ARA 处 理 日 本 沼 虾 肝 胰腺 细胞 不 同时 间 后 ， 


HUFA 合 成 通路 关键 酶 基因 表达 都 发 生 改 变 ， 高 浓度 的 ARA 会 降低 A4 FAD, A6 FAD 和 ElovI6 


基因 的 表达 水 平 , 说 明 ARA 是 日 本 沼 是 HUFA 合 成 途径 中 的 一 个 重要 调节 因子 。 对 乳 猪 的 研 


究 表 明 ， 饲 料 中 ARA 与 DHA 比 例 能 调节 肝脏 脱 饱 和 酶 基因 的 转录 水 平 中 。 在 鱼 类 的 摄食 营 


养 试验 中 ， 研 究 也 发 现 塞 内 力 


NK% (Solea Senegalensis) 雄 鱼 在 摄食 0.7%、2.3% 和 69%5ARA 


时 ， 肝 脏 Elov15 和 A4 FAD 基 因 


表达 水 平 增加 U7。 然而 ， 对 草鱼 (Crenopharyngodon idellus) 


的 研究 表明 ， 脂 肪 酸 脱 饱和 酶 和 延长 酶 基因 受到 饲料 中 ARA 水 平 的 显著 抑制 9。 出 现 这 些 


差异 ， 可 能 与 不 同 物种 HUFA 


合成 能 力 不 同 有 关 ， 同 时 也 说 明 ARA 水 平 能 显著 影响 HUFA 合 


成 相关 酶 基因 的 表达 水 平 。 尽 管 相关 的 利用 体外 培养 系统 研究 脂肪 酸 浓度 对 HUFA 合 成 影响 


的 资料 有 限 ， 但 本 试验 结果 表明 ， 体 外 适宜 浓度 的 脂肪 酸 能 促进 日 本 沼 是 HUFA 合 成 途径 中 


关键 酶 基因 表达 水 平 。 


有 关 ARA 对 脂肪 酸 转 运 机 


日 关 基因 表达 的 影响 ， 报 道 较 少 。 仅 见 Holen 等 08] 将 不 同 组 合 的 


EPA，DHA 和 ARA 添 加 进 大 更 


t TE fi: CSalmo salar) L'E 细胞 ， 研究 发 现 ARA+EPA 能 上 调 脂 


肪 酸 转 位 酶 CD36 基 因 的 表达 。SR-B I 属于 CD36 超 家 族 成 员 , 能 维持 细胞 内 胆固醇 代谢 稳 态 ， 


在 细胞 膜 脂 表 达 和 细胞 凋 亡 等 方面 具有 重要 作用 I。 本 研究 发 现 , 肝 胰腺 细胞 中 添加 不 同 


浓度 ARA 12524 h 后 ，SR-B I 基因 表达 水 平均 在 ARA2 组 达到 最 大 ， 说 明 50 hmolL 的 ARA 


浓度 有 利于 维持 细胞 的 脂 质 代谢 平衡 。 研究 表明 , 脂肪 酸 或 酰基 辅酶 A 是 PPAR 的 天 然 配 体 ， 
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能 激活 PPARG50，SR-B I 的 活性 可 由 PPARQa 和 PPARYy 诱 导 2-531。 因 此 ， 肝 胰腺 细胞 培养 液 中 


一 定 浓度 的 脂肪 酸 可 能 通过 激活 PPAR 来 调 


长 明 ， 摄 食 多 不 饱和 脂肪 酸 可 以 增加 SR-B I 基因 和 蛋 


节 SR-B I 基因 的 表达 。 对 高 等 动物 仓鼠 的 研究 也 


水 平 的 。 对 奶牛 乳腺 上 皮 细 胞 的 体 


外 培养 试验 表明 ， 脂 质 代谢 相关 基因 的 表达 与 脂肪 酸 浓 度 密切 相关 5359。FABP10 和 ACBP 


都 属于 胞 内 脂 质 结合 蛋白 , ARA 处 理 肝 胰腺 细胞 12 hf 


组 ACBP 转 录 水 平 达 到 最 高 ， 说 明 此 时 50~1 


00 pmol/L 


村，ARA2 和 ARA3 组 FA4BP10 以 及 ARA3 


的 ARA 浓 度 促进 了 胞 内 脂肪 酸 转运 。 


ARA 处 理 肝 胰腺 细胞 24 h 时 ，ARA2 组 FABP10 和 ACBP 都 显著 高 于 其 余 各 组 ， 说 明日 本 沼 是 


肝 胰 腺 细胞 中 添加 50 pmolL 的 ARA 可 能 更 有 利于 促进 脂 质 代谢 。 大 量 与 脂 质 合成 、 分 解 与 


代谢 的 基因 都 受到 PPAR 的 调节 67。 体外 细胞 培养 试验 结果 显示 ，PPARo 与 肝 型 -FABP 


(L-FABP ) 具 有 高 度 杀 和 性 ,说 明 L-FABP 能 与 PPARa 


PPAR 也 可 激活 4CBP 基 因 的 表达 69。 因 此， 


适宜 浓度 


表达 机 理 可 能 类 似 于 上 述 SR-B I 基因 。 事 实 上 ，FABP10 和 ACBP 属 于 多 功能 蛋白 ， 它 们 在 


结合 调节 长 链 脂 肪 酸 的 代谢 5 。 同 样 ， 


的 ARA 促 进 了 FABP10 和 ACBP 基 因 的 


机 体 的 免疫 性 能 方面 具有 重要 的 作用 [60-614， 而 研究 表明 适宜 的 ARA 浓 度 可 以 调节 调节 机 体 
免疫 性 能 外。 因此 ， 我 们 不 能 排除 细胞 培养 液 中 5$0~100 pmol/L ARA 有 利于 提高 细胞 的 免疫 


性 能 ， 从 而 提高 了 FABP10 和 ACBP 基 因 的 表达 。 


4 结 论 


zh 


细胞 培养 液 中 ARA 浓 度 会 影响 日 本 沼 上 


F 肝 胰腺 细 


过 高 的 ARA 浓 度 (1 000 pmol/L) 会 降低 细胞 的 活力 ， 


促进 脂肪 酸 脱 饱和 酶 、 碳 链 延 长 酶 及 脂肪 
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Effects of Arachidonic Acid on Lipid Metabolism-Related Gene Expressions of Hepatopancreas 
Cells Isolated from Juvenile Oriental River Prawn, Macrobrachium nipponense 
DING Zhili! CAO Fang! LUO Na? KONG Yougin! ZHANG Yixiang! LIJingfen! YE 
Jinyunl 
(1. Zhejiang Provincial Key Laboratory of Aquatic Resources Conservation and Development, 
Key Laboratory of Aquatic Animal Genetic Breeding and Nutrition, Chinese Academy of 
Fishery Sciences, College of Life Sciences, Huzhou University, Huzhou 313000, China; 2. 
College of Fisheries and Life Science, Dalian Ocean University, Dalian 116000, China) 
Abstract: This experiment was conducted to determine the effects of arachidonic acid (ARA) 
concentration in culture medium on cell viability and lipid metabolism-related gene expressions of 
hepatopancreas cells isolated from juvenile oriental river prawn, Macrobrachium nipponense. The 
hepatopancreas cells were dissected from prawns and were cultured with complete culture 
medium for 5 days. After that, cultured cells were incubated in medium supplemented with graded 
levels [0 (ARA1), 50 (ARA2), 100 (ARA3), 200 (ARA4) and 1 000 mol/L (ARAS) of ARA. 
Cell viability at 24 h and gene expressions of lipid metabolism-related genes at 12 and 24 h were 
examined. The results showed as follows: the hepatopancreas cells showed well growth in 
complete culture medium, and could survive for 15 days; cell viability was significantly decreased 
by incubation with higher level (1 000 umol/L) of ARA (ARAS group) compared with ARA1 and 
ARAQ2 groups (P«0.05) after 24 h; higher level (1 000 umol/L) of ARA (ARAS group) caused 
significant decreases of gene expressions of delta-4 fatty acyl desaturase (A4 FAD), delta-6 fatty 
acyl desaturase (A6 FAD), very-long-chain fatty acids-6 (Elov/6), scavenger receptor class B type 
I (SR-B I ), fatty acid-binding protein 10 (FABP10) and acyl-CoA binding protein (ACBP) of 
hepatopancreas cells incubation for both 12 and 24 h; after incubation with ARA for 12 h, the gene 
expression of SR-B | of ARA2 group was significantly higher than that of other groups (P<0.05), 


FABP10 gene expression of ARA2 and ARA3 groups was significantly higher than that of ARA1 
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and ARAS groups (P<0.05), and ACBP gene expression of ARA3 group was significantly higher 
than that of other groups (P<0.05); after incubation with ARA for 24 h, the highest expressions of 
SR-B | , FABP10 and ACBP were observed in ARA2 group, which was significantly higher than 
those of other groups (P«0.05). These findings suggest that ARA can influence cell viability and 
lipid metabolism-related gene expressions of hepatopancreas cell isolated from Macrobrachium 
nipponense. Cell viability can be decreased by incubation with higher level of ARA (1 000 
umol/L). Appropriate levels of ARA (50 to 100 umol/L) can promote the expressions of genes 
related to fatty acyl desaturase, elongases of very-long-chain fatty acids and fatty acid transport. 


Key words: Macrobrachium nipponense; arachidonic acid; cell culture; gene expression 
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